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ABSTRAKT 
Tato práce se zaobírá zpracováním a analýzou obrazů 2D elektroforetických gelů. 
Skládá se ze dvou částí. V první části nalezneme rešerši používání, vzniku a barvení 2D 
elektroforetických gelů. Dále základní zpracování obrazů a detekci spotů. Ve druhé 
části se nachází zpracovaný program vyhodnocující výsledky a provádějící statistickou 
analýzu.  
KLÍČOVÁ SLOVA 
elektroforéza, zpracování obrazů, elektroforetické gely 
ABSTRACT 
This thesis is concerned with the processing and images analysis of 2D electrophoretic 
gels. It consists of two parts. The first part contains a search application and the 
emergence of 2D electrophoretic gels. Furthermore the basic image processing and 
detection of spots. In the second part of the thesis is elaborated a program which 
evaluace the results and performing statistical analysis. 
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1. Úvod 
Elektroforéza je jednou z význačných separačních metod, která využívá rozdílné 
pohyblivosti částic v elektrickém poli. Využití této metody je velmi široké. Jedním z 
nejefektivnějších typů elektroforézy je elektroforéza proteinů. K separaci molekul se 
využívá rozdílných nábojů makromolekul bílkovin, což je zásadní zejména pro 
sekvenování DNA. Předmětem této bakalářské práce nebude samotný proces této 
metody, ale zpracování jejího výstupu, tj. elektroforetického obrazu, který získáme 
naskenováním případně vyfocením gelu, ve kterém jsou proteiny již rozděleny. Tento 
obraz se skládá ze dvou hlavních struktur, tj. mezer (světlé) a lan (tmavé) a je určený k 
vyhodnocení výsledků elektroforézy. Lany (tmavé proužky) reprezentují dráhu 
makromolekul migrujících v elektrickém poli a jsou tedy nejdůležitější složkou 
obrazové informace, kterou je třeba zpracovat. V této bakalářské práci je metoda 2D 
elektroforézy rozebrána podrobněji. 
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2. Teoretická část 
2.1. Historie objevů elektroforézy 
V roce 1892 byl poprvé popsán pohyb anorganických částic koloidního roztoku 
v elektrickém poli. Následně se zjistilo, že podobně se chovají i proteiny ve vodných 
roztocích. Ve třicátých letech 20. století zkonstruoval švédský elektrochemik Arne 
Tiselius aparaturu, která rozdělovala proteiny krevního séra na základě jejich rozdílné 
rychlosti pohybu v elektrickém poli. Roku 1948 za práci o separaci koloidů získal 
Nobelovu cenu. Výrazný pokrok zaznamenala elektroforéza po druhé světové válce, 
kdy nastal rozvoj elektroforézy na nosičích. V polovině šedesátých let dvacátého století 
vznikla metoda určená k separaci směsi malých iontů nazvaná izotachoforéza.  Roku 
1981 J. W. Jorgenson a K. D. Lukacsová popsali separaci různých iontů zónovou 
elektroforézou ve velmi tenké kapiláře. [1]  
 
 
Obr. 1: Tiseliův přístroj [17] 
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2.2. Genom, proteom, elektroforéza 
Součástí problematiky je definování základních pojmů, které se v souvislosti 
s elektroforézou spojují. Jedná se především o genom a proteom. 
2.2.1. Genomika a genom 
Genomika je genetický obor, který se zabývá genomem, především určuje pořadí 
jednotlivých nukleotidů v DNA. Tím jednotlivým genům přiřazuje jejich funkci. 
Genom je soubor celé genetické informace daného jedince. Geny jsou úseky DNA, 
které kódují proteiny. [16] 
2.2.2. Proteomika a proteom 
Proteomika je vědecká disciplína zabývající se studiem proteinů, jejich strukturou a 
funkcí. Cílem proteomiky je stanovit proteom studovaného organismu. Proteom je 
soubor všech proteinů, které se v organismu nacházejí během všech jeho etap existence. 
[15] 
2.2.3. Elektroforéza a její rozdělení 
Elektroforéza je separační metoda, která využívá odlišnou pohyblivost molekul 
v elektrickém poli. Tato pohyblivost závisí na tvaru a velikosti molekuly, na jejím 
náboji a koncentraci. [18]  Elektroforézu uplatníme při analýze a dělení směsí bílkovin a 
charakterizaci povrchů organizmů jako jsou bakterie, viry apod.  Rozdělujeme několik 
druhů elektroforéz. Volná elektroforéza se provádí v elektrolytech. Dalším druhem je 
elektroforéza na nosičích, kde se používá hydrofilní porézní nosič. Takovým nosičem 
může být chromatografický papír, agarózový gel nebo celulóza. Dále zónová 
elektroforéza, tu provádíme na acetátcelulóze. Gelová elektroforéza se dále dělí na 
nativní (bez denaturačního činidla) a SDS (za použití denaturačního činidla) a 
v neposlední řadě kapilární elektroforéza, zde se kromě pohybu v elektrickém poli 
využívá také elektroosmotického toku. Posledním uváděným druhem je dvojrozměrná 
elektroforéza proteinů tj. 2D elektroforéza, která třídí proteiny podle dvou parametrů, 
dle molekulové hmotnosti a isoelektrického bodu. [2] 
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2.3. 2D elektroforéza 
Dvojrozměrná elektroforéza současně rozdělí rutinně až dva tisíce proteinů v jednom 
vzorku, kdy záleží na formátu gelu. Všechny proteiny jsou poté rozprostřeny na ploše. 
[29] 
2.3.1. Za jakých okolností se používá 
Jedná se o stěžejní metodu separace proteinů využívanou proteomikou, která postupně 
nahrazuje metody jako diferenčního fluorescenčního značení proteinů (DIGE) či 
fluorescenční detekci separovaných proteinů. Jako velmi užitečná se také stává 
kombinace kapalinové chromatografie (LC– LiquidChromtography) a tandemové 
hmotnostní spektrometrie (MS/MS). [3] Tato metoda kompenzuje omezení související s 
použitím klasické 2D elektroforézy a umožňuje separovat jiná spektra proteinů. 
2.3.2. Pracovní postup 2D elektroforézy 
2D elektroforéza využívá kombinace dvou metod: isoelektrické fokusace (IEF) a 
elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v přítomnosti dodecylsulfátu sodného (SDS-
PAGE). [3] Proteiny jsou postupně separovány ve dvou na sobě nezávislých rozměrech. 
Nejdříve jsou rozděleny podle svého izoelektrického bodu (pI). Izoelektrický bod je 
hodnota pH, při které má amfolyt nulový náboj a tedy nulovou pohyblivost v 
elektrickém poli. Výsledkem je 1D tenký proužek gelu. [4] Následuje separace v 
druhém rozměru, kdy se provádí SDS-PAGE, která probíhá v elektrickém poli kolmo k 
rozměru prvnímu. Elektroforetická hybnost závisí na délce polypeptidového řetězce a 
molekulární hmotnosti, a také na stupni rozbalení (denaturaci) proteinu a jeho 
posttranslační modifikaci. SDS-PAGE se v některých případech používá i k rozdělování 
velmi malých molekul nukleových kyselin. Separované proteiny, je nutno zviditelnit 
pomocí barvících metod (Coomassie Brilliant Blue, stříbro) nebo metod značících 
(radiologicky, fluoro-fosforečně). Výstup elektroforézy může být z elektroforetického 
gelu přenesen na fólii, která je následně naskenována do počítače. Častěji se však gel 
přímo naskenuje, bez použití mezikroku s fólií, neboť sám o sobě je dostatečně tuhý. 
Fólie se může využít pro lepší uchování gelu. Výsledná „mapa“ separovaných proteinů 
je dále zpracována pomocí analýzy obrazu. [2] 
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2.3.2.1. Isoelektrická fokusace (IEF) 
Rozdělení podle izoelektrického bodu v pH gradientu, který je mezi dvěma elektrodami. 
Proteiny jsou amfoterní molekuly, které nesou kyselé i bazické skupiny. Vzorkem 
prochází elektrický proud a proteiny začnou migrovat směrem k elektrodě s opačným 
nábojem. Při pH nižším než pI se protein pohybuje k negativně nabitému konci, při pH 
vyšším než pI se pohybuje ke kladně nabitému konci. V případě rovnosti pH a pI se 
protein zastaví a celý proces skončí. [2], [11] 
 
 
Obr. 2: Fokusace proteinů pomocí IEF v 1D elektroforéze. [13] 
2.3.2.2. SDS-PAGE 
Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE – polyakrylamide gel electrophoresis) 
za přítomnosti dodecylsulfátu sodného (SDS) se nazývá SDS-PAGE. SDS je 
anionaktivní detergent, jež nese vysoký náboj, a tím vyrovná nábojové rozdíly bílkovin 
a ty se následně v gelu pohybují výhradně podle velikosti. SDS-PAGE se provádí ve 
speciálních aparaturách, v nichž se nosič se vzorkem k separaci umístí mezi dvě 
elektrody, mezi nimiž prochází stejnosměrný proud. Podle použité aparatury lze gelový 
nosič se vzorkem umístit vertikálně nebo horizontálně. [5] 
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Obr. 3: Vizualizace proteinů pomocí SDS-PAGE barveno Coomassie Brilliant Blue v 1D 
elektroforéze. [19] 
2.3.3. Příprava vzorků 
Abychom se vyhnuli zbytečným ztrátám a nechtěným modifikacím proteinů, měli 
bychom dodržovat zásady manipulace se vzorkem. Manipulace se vzorkem by se měly 
omezit na minimum a zároveň by se měl vzorek udržovat na co nejmenší možné teplotě. 
Nejdříve je potřeba izolovat proteiny a to v co největší čistotě, kvalitě a množství. Jedná 
se o nejdůležitější krok a závisí na něm výsledek. Izolace proteinů z rostlin je ve 
srovnání s jinými organismy problematičtější, především kvůli buněčné stěně. Rostlinné 
buňky obsahují velké množství proteáz a látek, které zkreslují výsledek 2D 
elektroforézy (např. fenolické látky, škrob, polysacharidy, lipidy). Nejčastější metodou 
používanou pro izolaci proteinů je precipitace pomocí kyseliny trichloroctové (TCA) a 
acetonu. Následuje denaturace proteinů a jejich vysrážení v roztoku. Nukleové kyseliny, 
chlorofyl a ostatní kontaminanty jsou odstraněny, vzorek je následně dehydratován a 
uchováván při nízkých teplotách. [6] Další metodou pro izolaci proteinů je fenolová 
extrakce. Proteiny jsou extrahovány do fenolové fáze a kontaminanty zůstávají ve 
vodné fázi. Následuje precipitace methanolem a octanem amonným. Tato metoda je 
časově velmi náročná a poskytuje malý, ale velmi kvalitní výtěžek proteinové směsi. [7] 
Problémem při separaci a identifikaci proteinů je enzym Rubisco (ribulóza-1,6-
bisfosfátkarboxyláza), který se v rostlinných buňkách hojně vyskytuje a znatelně 
ovlivňuje výsledek (Obr. 4). Tento problém je řešen použitím selektivní 
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polyethylenglykolové (PEG) frakcionace, pomocí níž dochází k odstranění převážné 
části Rubisca z rostlinného vzorku. [8] 
 
Obr. 4: Efekt přítomnosti enzymu Rubisco ve vzorku, kde díky své velké četnosti tvoří 
tmavé skvrny. [14] 
2.4. Vznik 2D elektroforetických gelů 
2.4.1. Polyakrylamidové gely 
Polyakrylamidové gely získáme kopolymerací akrylamidových monomerů a N,N´-
methylenbisakrylamidu. Polymerace je zahájena volnými radikály, které vznikly při 
rozkladu persíranu amonného (APS) [3]. Katalyzátorem polymerizační reakce je 
TEMED (N,N,N´,N´- tetramethylendiamin). Monomery akrylamidu jsou však 
neurotoxiny. Gel musí být ponechán bez zásahu minimálně 24 hodin, aby došlo k 
dostatečné polymerizaci. V průběhu polymerizace se zabraňuje přístupu kyslíku do 
gelu, který by odbourával vznikající radikály. 
2.4.2. Základní druhy gelů 
Existují dva základní druhy složení gelů. Jedná se o gely homogenní a gradientní. 
Homogenní gely jsou určené pro separaci proteinů, které mají blízkou svou 
molekulovou hmotnost. Obvykle používané homogenní gely mají koncentraci 
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akrylamidu 10 - 12%. Gradientní gely umožňují současnou analýzu spektra proteinů o 
velkém rozsahu molekulových hmotností. V důsledku postupného snižování velikosti 
pórů u těchto gelů dochází navíc k zaostření skvrn proteinů. Příprava gradientních gelů 
však vyžaduje mnohem více času a práce než příprava homogenních gelů. [9] 
2.4.3. Barvení gelů 
Po elektroforetické separaci je potřeba jednotlivé fragmenty „zviditelnit". Tyto 
fragmenty jsou často bezbarvé, a proto je obarvujeme. K obarvení lze využít několik 
technik, založených na odlišném principu, přičemž každá má své výhody a nevýhody. 
Techniky se liší citlivostí, složitostí pracovního postupu a množstvím potřebných 
chemikálií.  
K barvení polyakrylamidových i agarosových gelů se velmi často používá ethidium 
bromid (EtBr). Jedná se o fluorescenční barvivo, které interaguje s fragmenty a 
následným ozářením UV světlem se aktivuje na fluorescenční formu. Toto barvení má 
však omezenou citlivost. Je-li v zóně obsaženo méně než 10 ng fragmentů, je 
pravděpodobné, že se spoty po obarvení vůbec neobjeví. Fluorescenční barvení je 
selektivnější, ale může při něm docházet k mizení obarvení (blednutí) i při použití 
stabilizujících látek [24]. Vzhledem k jeho toxickým vlastnostem je potřeba dodržovat 
bezpečnost práce. [21] 
Technika barvení pomocí stříbra byla prvotně představena pro detekci proteinů, ale 
následně byla aplikována i na detekci nukleových kyselin v polyakrylamidovém gelu. 
[22] Základním principem je navázání stříbrných iontů například na nukleové báze a 
jejich následná redukce v alkalickém prostředí pomocí formaldehydu, za vzniku 
kovového stříbra [23]. Barvení stříbrem je trvalé a hodnocení je tak možno kdykoliv 
zopakovat. Nevýhodou této metody je nespecifické barvení a méně časté přebarvení 
pozadí. Další nevýhodou je komplikovanost a časová náročnost vzhledem k přípravě a 
manipulaci s několika roztoky. [26] 
Rozlišujeme dva typy barvení stříbrem. Rozdíl je v chemickém stavu stříbrných 
iontů, které vstupují do reakce. Tzv. bazické metody používají jako zdroj Ag+ iontů 
diamin komplex dusičnanu stříbrného ve vysoce alkalickém prostředí a jako vyvíjecí 
roztok používají zředěné kyselé roztoky formaldehydu. Naopak tzv. kyselé metody 
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impregnují gel roztokem dusičnanu stříbrného a vyvíjí ho obvykle alkalickým roztokem 
formaldehydu. Bazické metody vykazují menší citlivost, ale hodí se pro silnější gely, 
zatímco kyselé metody jsou rychlé a vhodnější pro tenké gely. [25] 
Barviva jako methylenová modř (Methylene Blue), brilantní kresylová modř 
(BrilliantCresyl Blue) a nilská modř (Nile Blue) také slouží k velmi dobré vizualizaci. 
[27] Tyto metody barvení jsou ve srovnání s ethidium bromidem bezpečné, ale jsou 
mnohem méně citlivé. [28] 
Další možností je využití komerčních přípravků jako například barvivo Stains-all. 
Tato technika je velmi jednoduchá a časově nenáročná. Slouží k vizualizaci kyseliny 
hyaluronové na polyakrylamidovém gelu. Stains-all vykazuje dostatečnou intenzitu 
fluorescence, a proto ji lze dobře detekovat. Ve srovnání s vizualizací pomocí stříbra je 
Stains-all méně citlivé. Jeho nevýhodou je, že zbarvení na světle postupně mizí. [30], 
[31] 
2.5. Zpracování obrazů 
Obraz, který získáváme je vícerozměrný signál. Obraz může být z hlediska matematiky 
prezentovaný jako funkce dvou případně tří proměnných. Obrazovou funkci 
v digitálním obrazu představuje matice, jejíž prvky jsou pixely. Se zobrazením jsou 
spjaty nedostatky obrazu. Jedním z nich je geometrická distorze. Distorze je způsobena 
únikem proudu přes okraj nosiče, který není správně izolovaný. Tato chyba se 
odstraňuje tím, že proudové charakteristiky jsou uměle dotvořeny křivkami v obraze. 
Tyto křivky jsou pro ideální gel rovné, zatímco při unikajících proudech tvoří křivku. 
Tímto se odhalí špatné pixely a tyto jsou přepočítány pomocí vertikálních a 
horizontálních translací nebo rotací. [11] 
Intenzitu v obrazu je možné korigovat pomocí normalizace jasové translační 
funkce. Další problémem je šum v obrazu. Vyhlazování šumu je prováděno filtrací. 
Jako filtry jsou používány především mediánový nebo konvoluční filtr. 
2.5.1. Úprava obrazu 
Filtrací obrazu se rozumí operace s digitálním obrazem, které slouží ke zvýraznění 
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určité informace. Vzhledem k velikosti a množství digitálních dat je z technického 
hlediska nevhodné řešit úpravy naráz v celém obraze. Daný filtr se tedy definuje jako 
šablona rastrové matice, nazývaná také „kernel“. Jedná se o plovoucí okno, které je 
tvořeno lichým počtem řádků a sloupců, které se při výpočtu pohybuje nad maticí 
s originálními daty. Nová hodnota je určena na základě aritmetické operace nebo 
statistické veličiny, která je definována filtrem. Nejčastější velikostí kernelu je 3x3 nebo 
5x5 bodů. [11] V neposlední řadě je důležité zlepšit kontrast spotů. V některých 
případech je nutné potlačit pozadí, aby spoty byly lépe vykresleny. Jedním ze způsobů 
je otevření a zavření obrazu a následné odečtení pozadí od obrazu původního. [20] 
2.5.2. Detekce spotů 
2.5.2.1. Laplaceovy a Gaussovy metody 
Laplaceovy a Gaussovy metody jsou používány pro detekci středů spotů. Tato metoda 
využívá tzv. inicializaci jádra pomocí nalezení záporné druhé derivace. [10] 
2.5.2.2. Metoda SMO 
Metoda SMO (Statistical Model of Peak Overlapping) slouží k zjištění množství 
proteinu ve vzorku. Matice je v tomto případě rozdělena na stripy. V každém stripu se 
pomocí stanovení kritické interdistanční hodnoty, která udává minimální vzdálenost 
mezi dvěma spoty, určí počet spotů. V případě, že se v interdistanční vzdálenosti 
nachází více spotů, pak jsou označeny za shluk tvořený více proteiny. [11] 
2.5.2.3. Metoda povodí 
Metoda povodí je používána pro segmentaci obrazu. Obraz je brán jako topologický 
reliéf. Místa s nejmenší intenzitou jsou spojeny křivkami. Tyto křivky nazýváme 
povodí. Algoritmem je metoda, při níž je použito imerzního přístupu pro konstrukci 
povodí. Nejdříve jsou pixely vzestupně seřazeny dle intenzity. Následuje postup, kdy se 
v každém kroku prohledávají pixely s určitou intenzitou a ty jsou porovnávány 
s okolními pixely. Ty, jež mají stejnou hodnotu jsou označeny jako jedna třída. 
V případě, že je nalezen pixel, který se liší od okolní třídy, je označen jako rozvodí. [12] 
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2.5.2.4. Analýza 2D autokovarianční funkce 
2D autokovarianční funkce (ACVF) je možností, jak zjistit, že se v proteomu nachází 
uspořádané seskupení se specifickými strukturami proteinů. Tato metoda sleduje 
vzdálenost mezi jednotlivými spoty. Matice je v tomto případě rozdělena na pole o 
velikosti Nx a Ny a v těchto polích je hodnota počítána matematicky. [10] 
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3. PRAKTICKÁ ČÁST 
3.1. Rozbor problematiky 
Výsledkem této bakalářské práce je samostatný a uživatelský jednoduchý program, 
vyhledávající společné nebo naopak unikátní proteiny z dat uložených přístrojem pro 
2D elektroforézu. Program tato data načítá a následně dle zadaných požadavků 
zpracovává.  
 
 
Obr. 5: Obecné schéma aplikace algoritmu 
 
Prvním úkolem uživatele je vybrat data ve formátu .xls, která se načtou. Dále je 
potřeba zpracovat data pro jednotlivé objekty a vytvořit průměr ze všech měření pro 
jednotlivé spoty. Tyto průměry jsou uloženy do proměnné a dále se vhodným 
algoritmem určuje, zda jsou hodnoty pro jednotlivé objekty a spoty stejné, případně zda 
je daný spot unikátní pro jedinou rostlinu.  
Program je napsán v prostředí Matlab a byl následně převeden do formátu, který je 
spustitelný bez nutnosti mít tento program nainstalován. Je však potřeba mít 
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nainstalován MATLAB Compiler Runtime dané verze. Veškeré informace jsou popsány 
v kapitole 3.3. Program. 
3.2. Algoritmy pro analýzu 
V programu je úkolem algoritmu nalézt pro jednotlivé spoty shodné hodnoty intenzit. 
Za shodnou hodnotu je považována taková hodnota, která je v rozmezí jedné poloviny 
prostřední hodnoty až dvojnásobku prostřední hodnoty. V případě sudého počtu objektů 
je použit algoritmus, kde se vybere nejmenší hodnota a ostatní jsou maximálně její 
dvojnásobek. Musíme však zajistit, aby nejmenší hodnota nebyla 2x menší než průměr 
ostatních. V takovém případě by se jednalo o signifikantní změnu. Takovéto spoty jsou 
považovány za shodné a jsou uloženy do formátu .xls. Tyto shodné spoty jsou na 
obrázku 6 znázorněny červeným rámečkem v souboru se všemi ještě neupravenými 
daty. Obrázek 7 již ukazuje uložený soubor programem s nalezenými shodnými spoty. 
 
Obr. 6: Zvýrazněné spoty 4 a 11, které program následně vyhodnotí jako shodné. 
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Obr. 7: Programem uložené shodné spoty, zvýrazněné jsou 4 a 11. 
Dalším úkolem programu je najít unikátní proteiny pro jednotlivé objekty. 
Algoritmus vyhledává takové spoty, které přístroj 2D elektroforézy označil a vyhodnotil 
jako unikátní. Za takový protein se považuje ten, který byl naměřen pouze u jediného 
objektu. Algoritmus tedy porovnává hodnoty intenzit v rámci každého spotu a uloží a 
vypíše jen ty, které jsou unikátní. Tyto spoty spolu s jejich hodnotami uloží opět do 
formátu .xls. Unikátní proteiny jsou v rámci nezpracovaných dat znázorněny na obrázku 
8 a na obrázku 9 můžeme vidět již soubor pouze s unikátními proteiny.  
 
Obr. 8: Zvýrazněné spoty 18, 26, 32 a 34, které program vyhodnotí jako unikátní. 
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Obr. 9: Programem uložené unikátní spoty, zvýrazněné jsou 18, 26, 32 a 34. 
Vstupem do algoritmů jsou také proměnné, které nastavuje uživatel. Je jimi počet 
objektů v souboru a počet měření pro každý objekt. První algoritmus nacházející shodné 
proteiny vytváří aritmeticky průměrné hodnoty ze všech měření a ukládá je do 
proměnné Prumer pro jednotlivé objekty. Tyto aritmetické průměry jsou dále využívány 
k porovnávání. Jsou vypočteny podle vzorce: 



n
i
ixn
x
1
1
 
 
V případě, že z nějakého důvodu nejsou provedena všechna měření pro daný 
objekt, je aritmetický průměr vždy počítán z dostupných měření i za předpokladu, že 
průměr pro daný spot a objekt nebude zahrnovat stejný počet měření jako ostatní 
objekty v daném spotu. Fakt, že software 2D elektroforézy například v jednom měření 
spot detekoval, neznamená, že je vhodné ostatní měření zanedbat.  
Následně jsou aritmetické průměry v rámci každého spotu porovnávány. V případě, 
že se jedná o lichý počet objektů, je nalezena prostřední hodnota a ostatní hodnoty jsou 
porovnávány s ní. Aby byly proteiny v rámci spotu považovány za shodné, musí být 
hodnoty v intervalu <½ pk; 2pk> , kde pk je hodnota průměrné intenzity prostředního 
objektu. Pokud ostatní objekty v rámci spotu toto splňují, potom je tento spot i 
s hodnotami uložen a algoritmus pokračuje v porovnávání dalšího spotu. 
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V případě, že se jedná o sudý počet objektů, algoritmus vyhledá nejnižší hodnotu 
v rámci spotu a ostatní hodnoty porovnává s ní. Aby byly hodnoty považovány za 
shodné, musí být všechny hodnoty maximálně dvojnásobné, než je nejmenší hodnota. 
Zároveň však nejmenší hodnota nesmí být více než 2x menší od průměru ostatních. 
Pokud je tato podmínka splněna, potom je spot i s hodnotami uložen a algoritmus 
porovnává další spot. 
V obou těchto variantách program vytvoří .xls soubor s názvem 
NázevVstupníchDat_Spolecne_Proteiny.xls a uloží jej do složky, ze které byla načtena 
vstupní data. 
Druhý algoritmus vyhledává unikátní proteiny. Taktéž používá hodnoty 
aritmetických průměrů. Vyhledává postupně takové spoty, kde je uvedena pouze jediná 
hodnota intenzity a ostatní hodnoty jsou nula. V takovém případě program spot i 
s hodnotou uloží a porovnává další spot. Na závěr program vytvoří .xls soubor s názvem 
NázevVstupníchDat_Unikatni_Proteiny.xls a uloží jej do složky, ze které byla načtena 
vstupní data. 
Posledním algoritmem je výpočet rozptylu a směrodatné odchylky. Tyto výpočty 
jsou prováděny podle standardních vzorců. Vzorec pro výpočet rozptylu:   

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kde X je soubor hodnot, N počet měření, xi je hodnota i-tého pozorování a ẋ je 
aritmetický průměr, potom směrodatná odchylka se vypočte podle vzorce: 
)(XVar  
kde ᵟ je směrodatná odchylka a Var(X) rozptyl.  
Tyto hodnoty jsou statisticky významné z toho důvodu, že rozptyl ukazuje, jak 
jsou jednotlivé hodnoty „rozptýleny“ okolo střední hodnoty, například průměru. 
V případě použitých dat bylo nutné tuto hodnotu vypočítat, vzhledem k tomu, že 
naměřená data se v rámci jednoho spotu stejného objektu výrazně lišila, často i v řádech 
tisíců. Nebylo však možné tuto hodnotu vyloučit z porovnávání, neboť neznáme 
správné hodnoty intenzit spotů a tudíž není možné říci, zda právě tato hodnota není pro 
porovnávání významná. Rozptyl tedy bude uživateli sloužit, pro zpětnou kontrolu 
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v případě, že si nebude jist, zda program spot vyhodnotil správně jako shodný 
s ostatními.  
Směrodatná odchylka vyjadřuje rozptyl hodnot kolem střední hodnoty, tj. 
vypovídá o tom, jak se hodnoty od této střední hodnoty liší, resp. jak hustě jsou kolem 
tohoto průměru seskupeny. Taktéž bude sloužit uživateli při kontrole dat. 
Obě tyto hodnoty jsou vypočteny pro všechny tripliky všech spotů a objektů. 
Program výslednou tabulku uloží taktéž do složky, kde se nacházejí vstupní data a 
nazve je NázevVstupníchDat_Statistika.xls. Uživatel si tedy v případě nejasností najde 
tyto hodnoty podle čísla spotu a může si ověřit, zda data byla průměrována z velkého 
rozptylu a odchylky a tudíž je možné, že samotný výpočet průměru významně zkreslil 
hodnotu pro porovnávání.  
 
3.3. Program 
V této kapitole se zaměřím na samotný program a především na jeho ovládání. Program 
je vytvořen v prostředí Matlab. Pro jeho spuštění je potřeba, aby měl uživatel 
nainstalovaný balík MATLAB Compiler Runtime (MCR) verzi R2013a (8.1) volně 
stažitelnou na stránkách společnosti: 
http://www.mathworks.com/products/compiler/mcr/index.html  
3.3.1. Grafické prostředí a ovládání programu 
Po spuštění se uživateli otevře úvodní obrazovka (Obr. 10) s jedním oknem, do něhož se 
zadávají požadované parametry.  
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Obr. 10: Úvodní obrazovka programu 
Po spuštění programu je potřeba nastavit vstupní údaje. Nejdříve definujeme 
řádek Excelu, kde data začínají, a to do okna Řádek s nadpisem dat (viz. Obr. 10). 
Následně je potřeba zadat, zda je žádané pracovat i s posledním řádkem Excelu. Často 
přístroj uloží do posledního řádku textový formát. V případě, že poslední řádek má být 
zahrnut do výpočtu, uživatel napíše do okna Řádek od konce s daty (viz. Obr. 10) 
hodnotu 0, jestliže nemá být zahrnut, napíše 1. Číslice udává počet řádků od konce, 
které se nebudou brát v potaz. Následně si uživatel vybere z nabídky počet objektů, 
které chce porovnávat. V přednastavené nabídce jsou 2-5 objektů. V případě, že uživatel 
zadá jiný počet objektů, než je ve skutečnosti uloženo v souboru, program ho upozorní a 
nabídne mu variantu, že sám změní počet objektů na skutečný počet, případně ponechá 
manuálně zadaný počet objektů nebo nabídne Konec. Toto upozornění můžeme vidět na 
Obr. 11. 
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Obr. 11: Upozornění na chybné zadání počtu objektů a návrh řešení 
Dále uživatel vyplní, kolik měření bylo pro jednotlivé objekty uskutečněno. 
Následně uživatel vybere data .xls nebo .xlsx pomocí tlačítka Načíst data (viz. Obr. 10). 
V případě, že uživatel chce načíst data v jiném formátu, program ho upozorní na nutnost 
načíst správný formát. Toto upozornění je předvedeno na obrázku 12. Po nastavení 
všech vstupních dat můžeme přistoupit k samotnému spuštění analýzy. Ta se provede 
pomocí tlačítka Vytvořit xls soubor (viz. Obr. 10). Proběhne analýza a program uloží 
vytvořený .xls soubor do složky, odkud byla data nahrána. Uživatel tedy přejde do této 
složky a vyhledá soubor, který se jmenuje podle názvu vstupního souboru + provedená 
analýza.xls.  
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Obr. 12: Upozornění na vložení špatného formátu vstupních dat 
3.4. Vyhodnocení výstupů z programu 
V této části práce bych ráda rozebrala výstupy a výsledky programu, které zpracoval ze 
zaslaného souboru, který byl určen pro vývoj programu. Tento soubor obsahuje data tří 
květin Cardamine amara označené v souboru písmenem A, Cardamine rivularis 
označené písmenem R a Cardamine insueta v souboru uvedena jako I. Všechny tyto 
květiny jsou z čeledi brukvovitých. Soubor obsahuje celkem 709 spotů, kterým software 
2D elektroforézy přiřadil hodnoty 2 až 9707. Tyto hodnoty určují číslo spotu přiřazené 
programem a v datech jsou uvedeny pod zkratkou SSP. V ideálním případě by měla mít 
každá květina detekovaný každý spot ve třech replikách tzv. tripliky. Ovšem 
v některých případech tomu tak není. Ve vstupních datech můžeme nalézt spoty, které 
nejsou pro danou květinu detekovány vůbec, případně byly detekovány pouze v jednom 
nebo dvou měřeních. Příklad těchto případy je vyznačen v obrázku 13.  
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Obr. 13: Vyznačená data, kde hodnota chybí v jednom, dvou nebo všech třech měření. 
Program následně vytvořil pro každou rostlinu v každém spotu průměrnou hodnotu a 
tyto průměrné hodnoty jsou dále porovnávány jak bylo popsáno v kapitole 3.2. 
Algoritmy pro analýzu. 
3.4.1. Výsledky vyhledávání shodných proteinů 
Výsledkem tohoto algoritmu je detekovat shodné proteiny v rámci všech tří linií. 
Způsob detekce shodných proteinů je popsán v kapitole 3.2 Algoritmy pro analýzu. 
Soubor s výstupními daty je uložen do složky kde se nacházejí vstupní data pod názvem 
Data_Unikatni_Proteiny.xls. Část výstupního souboru je zobrazena v obrázku 14. 
Algoritmus detekoval v souboru Data.xls celkem 163 společných proteinů ze 709 
možných. 
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Obr. 14: Část shodných proteinů ze souboru Data_Spolecne_Proteiny.xls 
3.4.2. Výsledky vyhledávání unikátních proteinů 
Výsledkem tohoto algoritmu je detekovat unikátní proteiny pro každou linii. Způsob 
jakým detekce probíhá je popsán v kapitole 3.2 Algoritmy pro analýzu. Soubor 
s výstupem je uložen do složky se vstupními daty s názvem 
Data_Spolecne_Proteiny.xls. Část výstupních dat je zobrazena na obrázku 15. 
Algoritmus detekoval v souboru Data.xls celkem 143 unikátních proteinů ze 709 
možných. 
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Obr. 15: Část unikátních proteinů ze souboru Data_Unikatni_Proteiny.xls 
3.4.3. Výsledky statistiky 
Výsledkem tohoto algoritmu je vypočítat rozptyl a směrodatnou odchylku pro každou 
tripliku všech spotů a objektů. Způsob jakým výpočet probíhá, byl popsán v kapitole 3.2 
Algoritmy pro analýzu. Soubor s výstupem je uložen do složky se vstupními daty 
s názvem Data_Statistika.xls. Část výstupních dat je zobrazena na obrázku 16. 
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Obr.16:  Část statistických hodnot ze souboru Data_Statistika.xls 
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4. Závěr 
Cílem této práce bylo seznámení se s problematikou 2D elektroforézy, kde jsem se 
zaměřila na vznik a možnosti barvení gelů, přípravu vzorků a zpracování obrazů 
v rámci tohoto tématu. Druhou praktickou částí bylo vytvoření uživatelsky 
jednoduchého programu, který by v dostupných datech ve formátu .xls případně .xlsx 
vyhledával stejné proteiny, unikátní proteiny a provedl statistickou analýzu.  
Použité algoritmy jsou navrženy tak, aby splňovaly požadavky na program. 
Snažila jsem se nalézt jednoduchá řešení, která jsem aplikovala na přidělená data. 
Program zcela jistě nenachází všechna námi požadovaná data, nebo naopak nachází 
shodu tam, kde být nemusí. Důvodem této chyby byla vstupní data. Lepší shodu a tím 
pádem menší chybovost by program vykazoval ve chvíli, kdy by data bylo možné 
porovnat s kontrolním vzorkem. V našem případě však žádný takový vzorek neexistoval 
a tudíž nebylo jasné, zda vzdálená hodnota, kdy se tato hodnota lišila i v řádech tisíců, 
by měla být vyškrtnuta z průměru, nebo naopak zda tato hodnota není jediná správná 
v triplice. Tento fakt velmi významně ovlivnil výsledky. Ke snížení této chybovosti 
slouží uživateli algoritmus statistika, který mu pomůže vyhodnotit, zda se srovnávaný 
spot skutečně shoduje či neshoduje s ostatními. 
Hlavním záměrem bylo vytvořit použitelný program, který by usnadnil 
vyhledávání v souborech, které obsahují velké množství dat. Tento program bude 
možné v budoucnosti upravit dle požadavků uživatele a přidat algoritmy, které budou 
vyhledávat takové varianty, které uživatel bude požadovat. Program v současné podobě 
představuje možnost rychlejšího vyhledávání shodných a unikátních proteinů v rámci 
několika set až tisíců dat.  
Práce na tomto programu mi přinesla velké zkušenosti, nejen co se týče 
programátorských schopností, ale také mne blíže seznámila s oborem, který jsem dříve 
považovala za ne příliš atraktivní. Do budoucna bych chtěla tento program rozšířit o 
možné algoritmy, které by porovnávaly objekty na základě logiky, kdy by například 
vyhledával takové proteiny, které jsou shodné pro rostliny A a R, ale zároveň se 
významně liší od rostliny I. Dále bych ráda vyřešila možnost zahrnutí kontrolního 
vzorku, případně bych data ověřovala T-testem, zda došlo k významným změnám. 
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SEZNAM SYMBOLŮ, FYZIKÁLNÍCH KONSTANT A 
ZKRATEK 
DNA  Deoxyribonukleová kyselina 
1D  Jednodimenzionální 
2D  Dvoudimenzionální 
SDS  Dodecylsulfát sodný 
PAGE  Polyakrylamide gel electrophoresis 
DIGE  Difference gel electrophoresis 
IEF  Isoelektrická fokusace 
pI  Izoelektrický bod 
pH  Potential of hydrogen 
TCA  Kyselina trichloroctová 
Rubisco Ribulóza-1,6-bisfosfátkarboxyláza 
PEG  Polyethylenglykolová 
APS  Persíran amonný 
TEMED N,N,N´,N´- tetramethylendiamin 
UV  Ultrafialové 
ng  nanogram 
Ag  Stříbro 
SMO  Statistical Model of Peak Overlapping 
ACVF  Autokovarianční funkce 
Nx a Ny Velikost plochy ve směru x a y souřadnic 
ᵟ  Směrodatná odchylka 
Var(X)  Rozptyl 
N  Počet měření 
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ẋ  Aritmetický průměr 
xi  Hodnota i-tého pozorování 
pk  Průměrná hodnota intenzity prostředního objektu 
MCR  MATLAB Compiler Runtime 
A  Cardamine amara 
R  Cardamine rivularis 
I  Cardamine insueta 
SSP  Číslo spotu přiřazené programem 
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PŘÍLOHY 
Přiložené DVD obsahuje: 
Sona_Hromadova_BP.pdf   Elektronická verze této práce 
Data.xls    Soubor vstupních dat pro program 
Program.exe    Samotný program 
Program.m    Zdrojový kód programu 
Program.fig    GUI programu 
 
 
 
 
 
